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Η. Н. Колесник, И. К. Комарницкий, Л. Р. Шлумуков, А. С. Самойлов 
АНАЛИЗ МИТОТИЧЕСКОЙ СЕГРЕГАЦИИ ПЛАЗМАГЕНОВ 
В СОМАТИЧЕСКИХ ГИБРИДАХ NICOTIANA, 
ПОЛУЧЕННЫХ КЛОНИРОВАНИЕМ 
ГЕТЕРОПЛАЗМАТИЧЕСКИХ ПРОДУКТОВ СЛИЯНИЯ 
Изучено наследование шести кодируемых плазмагенами признаков у гибридных форм 
Nicotiana, регенерированных из гибридных клеток независимого происхождения. 
В качестве родительских форм использовали каллусные протопласты пластомно-
го хлорофиллдефектного мутанта N. tabacum и мезофильные протопласты одного из 
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четырех аналогов табака, обладающих признаком цитонлазматической мужской сте-
рильности (цмс), и несущих цитоплазмы N. repanda, N. undulata, N. suaveolens и 
N. plumbaginifolia. У сегрегантов по признаку пластомной хлорофиллдефектности, 
полученных при митотической сегрегации гетероплазматических продуктов слияния 
Nicotiana, проведен анализ признаков, кодируемых плазмагенами. 
Результаты исследования показали наличие по крайней мере двух групп сцепле-
ния плазмагенов: косегрегационной группы пластома и косегрегационной группы мито-
хондриона. Полные сегреганты по признаку наличия хлорофиллдефектности или пласто-
ма дикого типа несут хлоропластную (хл) ДНК, большую субъединииу рибулозо-1,5-
бисфосфаткарбоксилазы / оксигеназы (РубисКО) и признак устойчивости I чувствитель-
ности к тентоксину, полностью идентичные одному из родительских пластомов. В дру-
гую, независимую от пластома группу косегрегации, входят признак цмс, изменения в 
морфологии цветков и наборы рестрикционных фрагментов митохондриальной 
(мт) ДНК- Значительная часть сегрегантов по хондриону показала измененные, от-
личные от родительских, наборы фрагментов рестрикции мтДНК и промежуточные 
морфологические типы цмс. Наблюдалась корреляция между преимущественным нали-
чием видоспецифических фрагментов мтДНК одного из родителей и морфологией 
цветков. 
Введение. Проведенный ранее анализ наследования плазмагенов в ходе 
митотического расщепления у соматических гибридов высших растений 
[1—4] позволил сделать вывод о том, что признаки пластомной хло-
рофиллдефектности, устойчивости к атразину, тентоксину, стрептоми-
цину и тип большой субъединицы РубисКО косегрегируют с соответ-
ствующим типом хлДНК, в то время как признак цмс и связанные с 
ним изменения в морфологии цветков, а также наборы рестрикционных 
фрагментов м т Д Н К представляют вторую группу сцепления генов 
цитоплазмы. Однако это заключение было сделано на ограниченном 
количестве соматических гибридов, независимое происхождение которых 
не всегда гарантировалось. 
В связи с этим мы провели обширное изучение шести кодируемых 
плазмагенами признаков у цибридных форм Nicotiana, регенерирован-
ных из клонов гибридных клеток независимого происхождения. Харак-
теристика ядерной конституции этих гибридов и описание пластомных 
гетерозигот, полученных при регенерации продуктов слияния, опубли-
кованы ранее [5, 6]. 
Материалы и методы. В качестве родительских форм использовали 
каллусные протопласты пластомного хлорофиллдефектного мутанта 
табака (сорт Самсун) и мезофильные протопласты четырех цмс-анало-
гов табака , несущих цитоплазму N. repanda Willd., N. plumbaginifolia 
Viv., N. undulata Vent., N. suaveolens Lehm. Подробное описание расти-
тельного материала и процедуры слияния описаны ранее [5]. Гибрид-
ные продукты идентифицировали визуально и отбирали механически. 
М т Д Н К выделяли по методу [7]; х л Д Н К — по [8]. РубисКО анализи-
ровали, используя методику [9] с незначительными модификациями. 
Д л я оценки устойчивости к тентоксину семена стерилизовали и прора-
щивали на фильтровальной бумаге, увлажненной раствором тентоксина 
(20 мкг/мл) . 
Результаты и обсуждение. Из клонированных гетероплазматиче-
ских продуктов слияния регенерировали чисто-белые, чисто-зеленые и 
пестролистные растения различных по генетической конституции клас-
сов [5, 6] . Х л Д Н К анализировали с использованием рестриктаз HindIII 
и BamHI, которых было достаточно, чтобы различить х л Д Н К родитель-
ских форм во всех случаях. Всего проанализировано 65 зеленых, 10 бе-
лых и 22 пестролистных растения из 24 независимых клонов, представ-
ляющих все комбинации цитоплазм. У всех белых сегрегантов обнару-
жена х л Д Н К табака , в то время как все зеленые сегреганты содер-
ж а л и х л Д Н К соответствующего родителя с диким типом пластид. 
У пестролистных растений идентифицировали смесь родительских 
х л Д Н К . Таким образом, в пределах изученной выборки (IO2 растений) 
фенотип пластома всегда косегрегировал с соответствующим набором 
фрагментов хлДНК- Это подтверждается данными рис. 1, где представ-
лены результаты рестрикционного анализа х л Д Н К соматических гиб-
ридов и цибридов Nicotiana, сегрегантов по признаку пластомной хло-
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Рис. 1 
рофиллдефектности: а— N. tubacum, родительская форма (7); N. taba-
cum (цмс repanda), родительская форма (2); зеленый сегрегант, клон 
2с6 (<?), V. tab ас ит (цмс undulata), родительская форма (4); зеленый 
сегрегант, клон 17d3 (5); 6—N. tubacum, родительская форма (У); 
белый сегрегант, клоны 21сЗ (2) и 21 а2 (<?); N. Iabacum (цмс suaveo-
lens), родительская форма (4); зеленые сегреганты, клоны 21 с 1 (5) и 
21d2 (5). 
Состав полнпептидов большой субъединицы РубисКО проанализи-
ровали у 101 растения из 17 клонов, представляющих три комбинации 
цитоплазм (кроме комбинации ta-
bacum-{-plutnbuginifolia), при этом 
ограничились электрофорезом рас-
ίваримых белков [9]. Во всех слу-
чаях, так же как и при анализе 
хлДНК, наблюдается полная косе-
грегация признака пластомной 
хлорофиллдефектности с соответст-
вующим набором полипептидов 
большой субъединицы РубисКО 
(рис. 2: а — комбинация цитоплазм 
iubucum-\-undulala: N. tubacum, р о -
дительская форма ( / ) ; зеленые сег-
реганты, клопы 17аЗ, 17d3 и 17d4 
( с о о т в е т с т в е н н о 2—4); N. Iabacum 
(цмс undulata), р о д и т е л ь с к а я фор-
ма (6) • б — комбинация цитоплазм 
tabacum-\-suaveolens\ N. tubacum, 
родительская форма ( / ) ; зеленые 
сегреганты из клонов 21а4, 21 с5 и 
21 d2 (соответственно 2—4); белый 
сегрегант из клона 21сЗ (5); N. ta-
b a с и т (цмс suaveolens) родительская форма (6); в — комбинация ци-
топлазм tabacum-\-repanda: пестролистное растение из клона 2с6 ( / ) ; 
зеленый сегрегант из того же клона (2)\ N. tabacum (цмс repanda), 
родительская форма (3); N. tabacum, родительская форма (4)\ г — 
комбинация цитоплазм tabacum-\-repanda: N. tabacum (цмс repanda), 
родительская форма (1) ; белые сегреганты из клона 2с6 (2, ,'J); N. 
Iahacum, родительская форма (4)). 
Д л я выявления устойчивости к тентоксину (рис. 3) было проана-
лизировано потомство зеленых и пестролистных цибридов клона 2с6 
(комбинация цитоплазм tabacum -+- repanda). Семена получены опыле-
кнем цибридов пыльцой табака , сорт Дюбек 44 (цибриды несли приз-
Wjk цмс) . Синтез хлорофилла у проростков с цитоплазмой repanda 
полностью подавлялся в присутствии 20 мкг тентоксина в 1 мл 
(см. рис. З, б) , в результате чего все проростки оказались белыми. На-
против, проростки с пластидами табака устойчивы к тентоксину и поэ-
тому при выращивании в условиях рассеянного освещения имеют свет-
ло-зеленую окраску (так как несут мутацию пластомной хлорофиллде-
фектности). Потомство чисто-зеленых растений во всех случаях оказа-
лось чувствительным к тентоксину (см. рис. 3) , тогда как в потомстве 
пестролистных растений были обнаружены и чувствительные, и устой-
чивые растения примерно в таких же пропорциях, как и в контрольных 
опытах без тентоксина. Результаты этих анализов указывают на косе-
грегацию признака пластомной хлорофиллдефектности с признаком 
устойчивости к тентоксину. 
Морфологию цветков изучали у 151 зеленого растения-сегреганта, 
представлявшего 11 клонов и все четыре внутривидовые комбинации 
цитоплазм. Отсутствие пыльников у растений или их изменение до не-
функционального состояния определялось как стерильность (мс), а 
растения с нормальной морфологией цветка относили к фертильным 
ISSN 0233-7657. БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1991. Т. 7. № 4 3* 3 
Анализ м т Д Н К проведен у 11 растений из 10 независимых клонов, 
представляющих четыре видовые комбинации цитоплазм. Полученные 
данные позволяют утверж-
дать, что, во-первых, боль-
шинство м т Д Н К гибридов 
имели наборы растрикцион-
ных фрагментов, отличаю-
щиеся как от набора рест-
рикционных фрагментов од-
ной или другой родитель-
ской формы, так и от их 
суммы, но в то же время 
приближающиеся к одному 
из родительских типов. Во-
вторых, среди зеленых рас-
тений-сегрегантов есть рас-
тения с мтДНК, сходной как 
с таковой табака, так и 
м т Д Н К другого родителя, из чего можно сделать вывод, что ген плас-
томной хлорофиллдефектности P сегрегирует независимо OT мтДНК. 
В-третьих, у гибридов наблюдается корреляция между морфологией 
цветка (мс/мф), с одной стороны, и количеством видоспецифических 
фрагментов м т Д Н К того или другого родителя — с другой. 
На основании проведенного исследования можно сделать следую-
щие выводы. Наши результаты полностью согласуются с данными о 
том, что в клетках высших растений есть по крайней мере две группы 
сцепления плазмагенов. В первой группе (группе пластома) наблюда-
лась полная косегрегация признаков пластомноп хлорофиллдефектно-
сти, устойчивости к тентоксину, полипептидного состава большой субье-
диницы РубисКО с набором рестрикционных фрагментов хлДНК, в 
этом случае последний можно отнести к признакам, физически связан-
ным с х л Д Н К · Исходя из наших сведений, полученных при анализе 
около ста растений-регенерантов из 30 независимых клонов, можно ут-
верждать, что генетическая рекомбинация пластома высших растений 
является очень редким событием и может не учитываться в экспери-
ментах без применения селективного давления в пользу рекомбинантов 
по пластому [10]. Вторая группа сцеплеьия (митохондрион) проде-
монстрировала независимую от пластома сегрегацию и включала при-
знаки цме и наборы рестрикционных фрагментов мтДНК. Мы под-
твердили, что в результате гибридизации соматических клеток с высо-
кой частотой возникают рекомбинан гные формы мтДНК. В то ж е 
Р и с . 3 
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(мф) . Среди регенерантов были обнаружены как мф, так и мс расте-
ния. В большинстве случаев растения, отобранные из одного клона, 
имели одинаковый фенотип, т. е. все растения были или мф, или мс. 
Морфология цме-типов обычно соответствовала типу цме родителей. 
Только в одном случае (клон 17аЗ, цитоплазма tabacum + undtilaiu) 
растения-регенеранты выщепляли два морфологических типа цветков. 
Таким образом, полученные данные недвусмысленно подтверждают 
отсутствие сцепления между генами, кодирующими пластомную хлоро-
филлдефектность, и генами, кодирующими цме. 
Цитэплазматическая конституция цитоплазматических сегрегантов и гетерозигот 
Nicotiana, регенерированных из единичных продуктов слияния протопластов 
Родитель- Фенотип 
Тип большой 
субъединицы 
Тип Цмс/мф— 
К л о н 
ская 
комбина- (экспрес-сия Тип х л Д Н К 
реакции 
на т е н т о к -
Тип 
м т Д Н К 
морфоло-
гия 
ция цито - Р -гена ) РубисКО синовую цветка 
плазмы пробу 
17а 1 tab+und und und (2) 
17аЗ « und und (4) und (4) — — tab-
una (7) 
17а2 « und — — und (1) — 
17Ь2 « und und (2) — — — — 
17с2 « und — und (2) — — — 
) 7 с 7 « und und (4) und (10) — — tab (14) 
17d3 « und und (8) und (16) — tab (1). tab (18) 
17d4 « und und (2) und (10) — — und (4) 
21а2 tab-\-sua sua — sua (1) — tab (1) tab (22) 
21а4 « sua — sua (5 ) — sua (1) sua (12) 
21 с 1 « sua sua (2) sua (4) — — sua (2) 
21сЗ « sua — sua (1) — sua (1) sua (16) 
21с5 « sua • — sua (11) — sua (1) sua (4) 
21d2 « sua sua (4) sua (8) — sua (1) sua (14) 
21 d5 « sua sua (2) sua (6) — sua (1) sua (4) 
ЗаЗ tab+plu plu — — plu (1) plu (2) 
2с6 tab+rep rep rep (7) rep (3) гер (9 ) rep (2) rep (21) 
17аЗ tab+und tab tab (1) tab (1) • — — — 
17а6 « tab .— tab (1) — — _ 
21а2 tab+sua • tab tab (1) tab (1) — — — 
21сЗ tab+sua tab tab (1) tab (2) — — — 
2с6 tab-{-rep tab tab (2) 
tab+una (1) 
tab (2) .— — rep (3) 
17аЗ tab+und ab+und — .— — und (2) 
17а6 « abound .— — 
17d3 « ab+und tab+und (1) — — — tab (3) 
21 tab+sua ab+sua tab+sua (2) — — — tab (3) 
21 « ab+sua tab+sua (1) — — — sua (2) 
2с6 tab+rep ab+rep tab+reρ (2) tab+rep (4) tab + — rep (7) 
ЗаЗ ^ab+ plu 
rep (3) 
tab-\-plu tab+plu (2) — — • — plu (4) 
П р и м е ч а н и е . Число в скобках указывает на количество проанализированных рас-
тений; использованы следующие сокращения: tabacum (tab), suaveolens (sua), repanda 
(rep), plumbaginifolia (plu), undulata (und). 
время наблюдалась корреляция между морфологией цветка (мс или 
мф) и предпочтительным присутствием рестрикционных фрагментов 
м т Д Н К соответствующей родительской формы (таблица) . 
Таким образом, наши данные демонстрируют, что среди потомства 
продуктов соматической гибридизации клеток Nicotiana с цмс-анало-
гами, несущими цитоплазмы диких видов Nicotiana, можно обнаружить: 
а) растения, несущие цитоплазмон обоих или только одного из парт-
неров; б) растения, несущие пластиды одного родителя и преимущест-
венно митохондрии другого; в) растения с рекомбинантными формами 
митохондриона. 
Р е з ю м е 
Проведено косегрегаційний аналіз наслідування цитоплазматичних маркерів у сома-
тичних гібридів роду Nicotiana. Показано, що ознаки, які кодуються генами цитоплаз-
ми, можна віднести до двох незалежних груп зчеплення: групи пластому (пластомна 
хлорофілдефектність, набір рестрикційних фрагментів хлоропластної Д Н К , тип полі-
пептидів великої субодиниці РубісКО, стійкість до тентоксину) та групи мітохондріону 
(ознака цитоплазматичної чоловічої стерильності та набір рестрикційних фрагментів 
мітохондріальної Д Н К ) . 
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S u m m a r y 
Genetic const i tu t ion of cy top iasmon in s e g r e g a n t s for p las tome chlorophyl l deficiency 
gene obtained by mitot ic s eg rega t ion f rom heteroplasmic fus ion p roduc t s (cy toplasmic 
he te rozygotes ) of Nicotiana w a s s tudied. P l a n t s f r o m cells he te rozygous for p l a s m a g e -
nes were obta ined by fus ion of cal lus p ro top la s t s f r o m p l a s tome chlorophyl ldef ic ient 
m u t a n t of tobacco wi th mesophyl l p ro top las t s f rom either one of four cms -ana logs of 
tobacco bea r ing repanda, undulata, suaveolens, and plumbaginifolia cy top lasms . In the 
s tudy charac te r s coded for by p l a s m a g e n e s were ana lysed . The resu l t s of our inves t iga-
t ion demons t ra t ed tha t h igher p lan t cell con ta ins at least two cosegrega t ion g roups of 
p l a s m a g e n e s : s eg rega t ion group of p las tome with co r re spond ing type of ch loroplas t DNA 
s e g r e g a t e p las tome chlorophyl l deficiency, polypept ide composi t ion of l a rge subuni t of 
r ibu loseb isphospha tecarboxylase / oxygenase ( R U B I S C O ) , ten toxine res i s tance and seg-
r e g a t i o n g roup of chondr iome-se ts of species-specific res t r ic t ion f r a g m e n t s of mi tochon-
drial DNA seg rega t e with the t r a i t s of cy toplasmic ma le s ter i l i ty / fer t i l i ty and correspon-
d ing c h a n g e s of f lower morphology . 
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Л. А. Ковлер, Л. Р. Шлумуков, Ю. Ю. Глеба 
АНАЛИЗ ТИЛАКОИДНЫХ ПОЛИПЕПТИДОВ 
У МЕЖТРИБНЫХ ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКИХ ГИБРИДОВ 
СЕМЕЙСТВА SOLANACEAE 
С помощью электрофореза в полиакриламидном геле исследован состав тилакоидных 
полипептидов хлоропластов межтрибных цибридов Nieotiana tabacum-\-Scopolia carnio-
lica, N. tabacum-\-Physochlaine officinalis, N. tabacum-\-Lycium barbarum. Во всех ком-
бинациях обнаружено изменение состава белков светоеобирающего комплекса фото-
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